KRIOPRESERVASI SEMEN IKAN BARONANG Siganus guttatus MENGGUNAKAN BEBERAPA JENIS LARUTAN EXTENDER by larayanti
KRIOPRESERVASI SEMEN IKAN BARONANG Siganus guttatus
MENGGUNAKAN BEBERAPA JENIS LARUTAN EXTENDER
1
Larayanti¿¿ ,
2
Irma Andriani¿¿ , 
2
Eddy Soekendarsi¿¿ , 
2
Asda Laining¿¿
*Alamat korespondensi E-mail : larayantibio12@gmail.com
abJurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,
Universitas Hasanuddin, Makassar 
ABSTRAK
Penelitian  “Kriopreservasi  Semen  Ikan  Baronang  Siganus  guttatus
Menggunakan  Beberapa  Jenis  Larutan  Extender  “  dilakukan  untuk  melihat
pengaruh  perbedaan  extender  terhadap  viabilitas  sel  sperma  ikan  baronang
siganus  guttatus.   4 perlakuan  yang  berbeda  dengan  menggunakan  kombinasi
antara DMSO 10 % dan larutan  ringer, dmso 10% dan larutan glukosa, DMSO 10
% tanpa  extender  serta  sel  sperma  tanpa  DMSO 10  % dan  extender  sebagai
kontrol negatif.   Sel sperma diperoleh dari gonad jantan  siganus guttatus  yang
telah distripping.  Sel sperma tersebut diencerkan dengan extender dengan rasio 1:
9.  Sel  sperma disimpan dalam cryotube kemudian dimasukkan ke dalam bisel
biofreezing vessel lalu di simpan dalam freezer suhu -20  0c selama 1 jam lalu
selanjutnya  dipindahkan  ke  dalam freezer  dengan  suhu  -80  0c selama 20 jam
kemudian dipindahkan kedalam nitrogen cair.  Satu minggu kemudian sel sperma
diencerkan  kembali  (thawing)  dengan  cara  menggosok  cryotube  pada  telapak
tangan selama 20 detik.  Presentase rata-rata viabilitas sel sperma pasca thawing
tertinggi dihasilkan pada kombinasi extender glukosa dan dmso 10 % yaitu 7,10.
Sementara itu rata-rata viabilitas sel  sperma yang menggunakan ringer sebagai
extender  yaitu  4,68.   Hasil  penelitian  ini  menunjukkan  penggunaan  glukosa
sebagai  extender  lebih  efektif  digunakan  pada  kriopreservasi  sel  sperma  ikan
baronang siganus guttatus.
Kata kunci : kriopreservasi, Siganus guttatus, sel sperma
ABSTRACT
This  research  “Cryopreservation  of  Sperm  cells  Rabbitfish  uses
some kind of  solution  extender” conducted  to  look at  the  influence  of
difference  in  viability  of  sperm  cells  against  extender  fish  Rabbitfish
Siganus guttatus.  4 treatment different using a combination of DMSO 10
% and solution ringer,  DMSO 10 % and solution glucose,  DMSO 10 %
without extender and sperm cells without  DMSO 10 % and extender as
control negative. The sperm cell in gathered from the gonads male siganus
guttatus that has been in stripping. Sperm cells are encerkan with extender
with ratio 1: 9. Sperm cells stored in the cryotube then enter into the last
Vessel in the Bisel Biofreezing store in freezer temperature of-20 0C for 1
hour and then move on to the next in the freezer with a temperature -80 0C
for 20 hours later on the move into liquid nitrogen.  One week later the
sperm cells in dilute (Thawing) by way of rubbing the cryotube on hands
for 20 seconds.  The average percentage of the viability of sperm cells
generate highest post-thawing on a combination of glucose and extender
DMSO 10% is 7,10.  While the average viabilitas a sperm cell that use
ringer as extender namely 4,68.  The result of this research shows the use
of glucose as extender more effective used on cryopreservation of sperm
cell of rabbit fish siganus guttatus.
Keywords : Cryopreservation, Siganus guttatus, Sperm cells.
PENDAHULUAN
Produksi benih ikan laut pada
umumnya  dan  ikan  baronang  pada
khususnya  masih tergantung  pada
stok  di  alam.   Adanya
ketergantungan ini sangat rawan bagi
kebutuhan budidaya secara kontinyu,
sehingga perlu adanya alternatif lain
dengan membuat pembenihan secara
buatan.  Selama  ini  ikan  baronang
baru  dikembangkan  di  indonesia
sehingga jumlah dan kuantitas benih
belum  memadai.  Perkembangan
budidaya  ikan  sangat  dipengaruhi
oleh teknologi pembenihan, terutama
dalam pengadaan benih ikan. Sering
kali  timbul  masalah  dalam
pengadaan  benih  yang  dikarenakan
masa pematangan gamet induk ikan
jantan dan betina tidak terjadi secara
barsamaan, salah  satu  cara  untuk
memberikan  alternatif  pemecahan
dalam  masalah  tersebut  melalui
penerapan  bioteknologi  reproduksi
yaitu pengawetan sperma (Gazali dan
Surya,  2002).  Pengawetan  sperma
bertujuan  dalam  mengoptimalkan
induk  jantan  yang  unggul  dalam
membuahi  sel  telur  betina   yang
sejenis sehingga pengawetan sperma
mempunyai peran yang sangat besar
dalam penyediaan benih ikan unggul.
Saat  ini  ada ± 200  spesies
ikan   di  dunia   yang   berhasil
diawetkan  semennya menggunakan
teknik   kriopreservasi  (Gazali  dan
Surya,  2002).  Di antaranya   ikan
mas  Cyprinus  carpio  (Kurokura et
al.,1984) dan  ikan salmon Atlantik
Salmo  salar  (Stoss   dan  Refstie,
1983).  Dasar  pemilihan  jenis
extender  untuk  pembekuan  sel
sperma selain  mengandung  bahan
yang  bekerja  melindungi  sel  pada
saat  pembekuan  juga  harus
mempunyai  bobot  molekul  yang
kecil  agar  lebih  mudah  dan  cepat
penetrasi  ke  dalam  sel, sehingga
mengurangi  toksisitas  akibat
osmolaritas yang tinggi;  dan mudah
larut  dalam  air  (Alvarenga  et  al.,
2005).
Teknologi  kriopreservasi
khususnya pada sel-sel  bakal  gamet
seperti  spermatogonia  maupun
oogonia  spesies  yang  terancam
punah  pun  berpeluang  untuk
dihidupkan  kembali  dan  dapat
disimpan  dalam  waktu  yang  lama
untuk  digunakan  pada  saat
diinginkan.  Saat  ini  teknologi
kriopreservasi sel gamet spermatozoa
(semen)  sangat  banyak  digunakan
dan  untuk  itu  diperlukan  teknologi
fertilisasi  buatan  atau  inseminasi
buatan (Gazali dan Surya, 2002).
Pembenihan  ikan  baronang
Siganus  guttatus sekarang  sudah
berkembang  di  beberapa  nagara
termasuk  Indonesia.  Namun
pembenihan  ikan  baronang  Siganus
guttatus umumnya  masih  sebatas
pemijahan alami yang hasilnya tidak
terjadi atau sangat rendah, kalaupun
terjadi  perkawinan  tingkat  fertilitas
telur sangat rendah (telur tidak fertil)
dan  fekunditas  (jumlah  telur)  serta
kualitas spermatofor rendah (bening).
Meskipun  telah tersedia pembenihan
ikan  baronang  Siganus  guttatus
namun  hingga  kini  upaya  kearah
konservasi  melalui  kriopreservasi
belum dilakukan.  Pentingnya upaya
konservasi  ini  adalah  untuk
mengembangkan  model
penyelamatan melalui koleksi materi
biologi  seperti  sel  sperma  untuk
penyimpanan  jangka  waktu  yang
sangat  lama.  Namun  sebelum
sampai  pada  tujuan  tersebut,
pengembangan  standar  larutan
extender perlu diuji untuk kesesuaian
sifat  spesifik  sperma  sesuai  jenis
satwanya.  Larutan  extender
berfungsi  melindungi  sel  sperma
terhadap  kerusakan  akibat
pendinginan  yang  cepat  dan  juga
menjadi  sumber energi.  Pemakaian
bahan  pengencer  bertujua  untuk
mengurangi  aktifitas  spermatozoa
sehingga  menghambat  pemakaian
energi  dan  memperpanjang  hidup
sperma (Alvarenga et al., 2005).
Keberhasilan  suatu  proses
kriopreservasi  biasanya  ditentukan
oleh  beberapa  hal,  di antaranya
adalah  jenis  larutan  ekstender  yang
digunakan.  Namun  belum
didapatkan  referensi  tentang  adanya
kriopreservasi  yang  dilakukan  pada
sel  sperma ikan  baronang  Siganus
guttatus.  Berdasarkan  hal  tersebut,
maka  penelitian  tentang
kriopreservasi  semen  ikan baronang
Siganus guttatus perlu dilakukan dan
sebagai perlakuan pada penelitian ini
akan  diamati  pengaruh  beberapa
jenis larutan ekxtender.
I.2 Tujuan Penelitian
Mengetahui  pengaruh
beberapa  jenis  larutan  ekstender
terhadap  viabilitas  sel  sperma  ikan
baronang  Siganus  guttatus pasca
kriopreservasi. 
I.3 Manfaat Penelitian
Penelitian  ini  diharapkan
mampu  menjadi  upaya  awal
konservasi  plasma  nutfah  ikan-ikan
endemik  dan  hampir  punah  di
Indonesia.  Metode  kriopreservasi
pada  penelitian  ini  juga  diharapkan
dapat  menjadi  informasi  yang
bermanfaat  bagi  peneliti  yang
berkecimpung di bidang konservasi. 
I.4 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada
bulan  september  2017  di
Laboratorium  Bioteknologi,  di
Hatchery Instalasi Pembenihan Balai
Penelitian  dan  Pengembangan
Perikanan Budidaya Air Payau yang
belokasi  di  Lawallu,  Kabupaten
Barru.
METODOLOGI PENELITIAN
Alat
Alat-alat  yang  digunakan
dalam  penelitian  ini  adalah  cawan
petri,  gelas  objek,  gelas  ukur,  gelas
piala,  microtube,  hemositometer,
pinset,   micropipette,  mikroskop,
kamera, timbangan digital, Cryotube,
Bicell  biofreezing  vessel,  Cryocan,
dan enkas. 
Bahan
Bahan-bahan yang digunakan
dalam  penelitian  ini  adalah  sel
sperma  Ikan  beronang  Siganus
guttatus,  extender  yang  digunakan
yaitu glukosa dan larutan ringer yang
terdiri atas 13,5 g / l NaCl, 0,60 g / l
KCl,  0,25  g  /  l  CaCl2,  0,35  g  /  l
MgCl2,  dan  0,2  g  /  l  NaHCO3,
kalsium  (Ca-F  saline)  yang
terkandung  21,63  g  NaCl,  1,12  g
KCl, 0,53 GH3 BO3, 0,19 g NaOH
dan  4.93  g  MgSO4 7H2 Oin1L air
suling steril (disesuaikan dengan pH
7,4  dengan  1N  HCl).DMSO  10%,
Trypan Blue (TB) 1 %, dan nitrogen
cair. 
Tahapan Penelitian
  Rancangan percobaan yang
digunakan  adalah  Rancangan  acak
lengkap  (RAL)  dengan  empat
perlakuan  dan  tiga  kali  ulangan.
Parameter  yang  diamati  adalah
viabilitas  sel  sperma.  Suspensi  sel
sperma  diencerkan  menggunakan
dua  larutan  ekstender  yang  berbeda
dalam  krioprotektan  DMSO  10%
sehingga  terdapat  empat perlakuan
yaitu:
1. Larutan ekstender dan
krioprotektan: Glukosa + DMSO 
2. Larutan  ekstender dan
krioprotektan  :  Larutan  ringer  +
DMSO 
3. Krioprotektan tanpa ekstender :
DMSO   
4. Sel  sperma  tanpa  Ekstender
dan Krioprotektan
Pemeliharaan  dan  Pengambilan
Sperma  Ikan  Baronang  Siganus
guttatus 
Sampel  Ikan  baronang
Siganus  guttatus yang  akan
digunakan  berasal  dari  Barru,
Kabupaten Barru,  Provinsi Sulawesi
selatan.  Sampel yang diambil adalah
ikan   jantan  yang  telah  matang
seksual  sebanyak   4 ekor.  Ikan
baronang  Siganus  guttatus   yang
digunakan  merupakan  ikan  hasil
pembesaran di keramba jaring apung,
berat  berkisar  antara  500  –  1000
gram.  Pakan  yang  diberikan
merupakan  pakan buatan.  Sperma
ikan  beronang  dikeluarkan  melalui
teknik  striping.
Isolasi  Sel  Sperma Ikan  Baronang
Siganus guttatus
Isolasi  sel  sperma  dilakukan
Proses  stripping  dengan  cara
mengurut  secara  perlahan  pada
daerah  perut  persis  di  depan  papila
alat  kelamin  sampai  keluar  cairan
semen ikan yangberwarna putih dan
kemudian  ditampung  dalam  wadah
cawan  petri  (Slembrouck  et  al.,
2005).
Kriopreservasi  Semen Ikan
Baronang Siganus guttatus
Suspensi  sel  sperma
diencerkan  menggunakan  larutan
ekstender.  Sel  sperma  100 µl
ditambahkan ke dalam 800 µl larutan
ekstender.  Pada  penelitian  ini,
digunakan  dua  larutan  ekstender
yang  berbeda  dalam  krioprotektan
DMSO  10%  sebanyak  100 µl
sehingga  terdapat  empat perlakuan
yaitu:
1. Larutan ekstender dan
krioprotektan: Glukosa + DMSO 
2. Larutan  ekstender dan
krioprotektan  :Larutan  ringer  +
DMSO 
3. Krioprotektan  tanpa  ekstender  :
DMSO  
4. Sel  sperma  tanpa  Ekstender  dan
Krioprotektan
Suspensi  sel  sperma
ditambahkan  krioprotektan,
selanjutnya  sel  sperma dipipet  tetes
lalu  dihitung  konsentrasi  selnya
terlebih dahulu.  Suspensi sel sperma
yang  telah  ditambahkan
krioprotektan segera dimasukkan ke
dalam  cryotube.  Cryotube
dimasukkan  ke  dalam  bicell
biofreezing  vessel.  Sebelum
dibekukan,  sel gamet dalam wadah
biocell  tersebut  disimpan  terlebih
dahulu  pada  lemari  pendingin  suhu
3-5oC selama  1-1,5  jam.  Setelah
mencapai  suhu  3-5oC,  biocell
dipindah  kedalam  freezer  dengan
suhu -20oC selama 1 jam, selanjutnya
dilakukan proses pre-freezing dengan
cara  meletakkan  1-2  cm  diatas
permukaan N2 cair selama 9 menit,
diteruskan  dengan  proses  freezing
dengan  menenggelamkan   cryotube
ke  dalam  N2 cair.  Pemeriksaan
motilitas  setelah  thawing dilakukan
setelah  proses  freezing dengan
menggunakan mikroskop perbesaran
400x (Susilowati , 2010 ). 
Cryotube  yang  berisi  sel
sperma  disimpan dalam  kontainer
N2 cair   selama   lebih   dari  satu
minggu.  Untuk  menganalisis
viabilitas  sel  sperma  pasca
kriopreservasi,  dilakukan  proses
thawing.  Thawing  adalah  proses
pencairan  kembali  sel  yang  telah
dibekukan.  Thawing  dilakukan
dengan  mencelupkan  cryotube
kedalam air dengan temperature 30-
320C  selama  10-15  menit.  Sel
sperma  ikan  baronang  selanjutnya
siap untuk segera diamati.
Pengamatan  Terhadap  Jumlah
dan Viabilitas Sel Sperma Sebelum
dan Setelah Kriopreservasi 
Sebanyak  10   µl   sel  sperma
digunakan  untuk  pengamatan
mikroskopis  yaitu  untuk  melihat
viabilitas  sel   ikan  baronang  pasca
thawing.  Volume 10 µl sel  dari sel
sperma  dicampurkan  dengan  10  µl
Trypan Blue (TB).  Hasil campuran
tersebut diambil sebanyak 10 µl dan
dimasukkan  ke  dalam
hemositometer.  Penghitungan
dilakukan   pada   kamar   hitung
Neubauer menggunakan  mikroskop
dengan  perbesaran 10×40.  Jumlah
total  sel   dihitung   dalam 5  kamar
(masing-masing   memiliki   25
ruangan  kecil)  secara  diagonal  (5
sudut).
Konsentrasi  sel  dihitung
dengan rumus :
I+ II+ III+ IV +V
5 x2x
104 sel
mL
Penghitungan   sel   yang
hidup   dan  yang   mati   dilakukan
dengan melihat warna sel.  Sel yang
hidup  ditandai  dengan  warna  putih
atau  transparan   dan  biru  untuk  sel
yang  mati.  Pegamatan  pada
mikroskop  dilakukan  dengan
perbesaran 100 x dan 400 x. 
Rancangan  Percobaan  dan
Analisis Data
Rancangan  percobaan  yang
digunakan  adalah  Rancangan  acak
lengkap  (RAL)  dengan  empat
perlakuan  dan  tiga  kali  ulangan.
Parameter  yang  diamati  adalah
viabilitas sel testikular dan kepadatan
sperma.  Data disajikan dalam bentuk
persentase  dan  dianalisis  dengan
sidik ragam (Anova). 
HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi  Sel  Sperma Ikan Baronang
Siganus guttatus
Sel sperma yang diisolasi dari
badan  ikan  baronang  Siganus
guttatus berasal  dari  Barru,
Kabupaten Barru,  Provinsi Sulawesi
selatan. Sampel  yang diambil adalah
ikan   jantan  yang  telah  matang
seksual sebanyak  empat ekor.  Ikan
baronang  Siganus  guttatus   yang
digunakan  merupakan  ikan  hasil
pembesaran di keramba jaring apung,
beratnya  berkisar  antara  400  –  600
gram.
Gambar 2. Sperma ikan baronang 
Siganus guttatus (Pembesaran 40X),
Skala : 50 µm
Pada  pengamatan  Kepadatan
sel  sperma  ikan  baronang  Siganus
guttatus di  bawah  mikroskop
menggunakan  haemasitometer
diperoleh  nilai  kepadatan  1.745x
107  sel/ml.   Sel  sperma  yang
diamati memiliki panjang ekor rata-
rata 19 µm dan diameter kepala rata-
rata 0,44 µm.
Sebanyak  4  ekor  ikan
baronang  Siganus  guttatus dengan
berat berkisar antara 400 – 600 gram
dikumpulkan  dalam  bak
penampungan.   Isolasi  semen  dari
induk  jantan  dilakukan   melalu
metode stripping (pengurutan) secara
manual dan  dikumpulkan  dalam
tabung eppendorf.  Semen pada ikan
baronang  Siganus  guttatus bersifat
cair dan berwarna putih.  Selanjutnya
semen  dimasukkan  kedalam  bicell
Sel Sperma
biofreezing vessel untuk mejaga agar
semen hasil stripping tidak mati.
Pada  perlakuan  pertama  sel
sperma  dipipet  sebanyak  100  µl,
krioprotektan  DMSO  100  µl  dan
extender  Ringer  sebanyak  800  µl,
perlakuan ke dua sel sperma dipipet
sebanyak  100  µl,  krioprotektan
DMSO 100 µl dan extender Glukosa
sebanyak 800 µl,  perlakuan ke tiga
sel  sperma dipipet  sebanyak 100 µl
hanya  ditambahkan  krioprotektan
sebanyak  100  µl  sedangkan  pada
perlakuan ke  empat  cryotube  hanya
diisi  sel  sperma  sebanyak  100  µl
sebagai kontrol negatif.  Pengamatan
viabilitas  sel  sperma  ikan  baronang
Siganus  guttatus dilakukan  untuk
setiap  perlakuan  sebagai  data  awal
untuk  membandingkan  dengan
viabilitas pasca kriopreservasi.  Hasil
pengamatan  viabilitas   pada
perlakuan  pertama   dengan
menggunakan  krioprotektan  dan
extender ringer yaitu 15,35 %, pada
perlakuan  kedua  dengan
menggunakan  krioprotektan  dan
extender  glukosa  yaitu  15,45  %,
perlakuan  ketiga  menggunakan
krioprotektan  tanpa  extender  yaitu
15,70 % dan sebagai kontrol negatif
yaitu  15 %.  Kepadatan sel  sperma
berdasarkan  perhitungan
menggunakan
haemocytometer sebesar  1.745  x
107 sel/ml.   Sehingga  menurut
Yatim  (1982),  konsentrasi  semen
tersebut  termasuk  dalam  golongan
polyzoospermia  karena  jumlah
spermanya  lebih  dari  250  juta/ml.
Jumlah  spermatozoa  normal
(normozoospermia)  berada  pada
rentang  antara  40  sampai  200
juta/ml. 
IV.3 Viabilitas  sel  Sperma
Sebelum  dan  Setelah
Kriopreservasi 
Pengamatan di lakukan pada
sel sperma dengan 4 perlakuan yang
berbeda,  dimana  sampel  1  di
tambahkan  dengan  larutan  extender
ringer  dan  krioprotektan  DMSO 10
%, sampel ke 2 di tambahkan larutan
extender  glukosa  dan DMSO 10 %
sedangkan  larutan  ke  3  sebagai
kontrol hanya diberikan DMSO 10 %
dan  sampel  ke  4  sebagai  kontrol
negatif  hanya  terdapat  sel  sperma
tanpa  extender  dan  krioprotektan.
Hasil  yang  diperoleh  dari  4
perlakuan  tersebut  setelah
Perlakuan             Viabilitas sebelum
              kriopreservasi (%)
        Viabilitas setelah 
         kriopreservasi (%)
Ulangan I II III IV I II III IV
1 15.53% 15.54% 15.70% 15.00% 7.05% 11.45% 0.90% 0.55%
2 15.53% 15.54% 15.70% 15.00% 3.75% 7.25% 0.50% 0.25%
3 15.53% 15.54% 15.70% 15.00% 3.25% 4.30% 0.90% 0.20%
Rerata 15.53% 15.54% 15.70% 15.00% 4.68% 7.10% 0.77% 0.33%
kriopreservasi  dapat  dilihat  pada
tabel 3.
Hasil rata-rata pengujian I,II,
III,  dan  IV  menunjukkan  bahwa
glukosa merupakan larutan extender
yang  lebih  efektif  dari  pada
penggunaan ringer sebagai extender.
Pada Tabel 3 memperlihatkan bahwa
hasil  rata-rata  viabilitas  sel  yang
menggunakan  extender  glukosa  dan
kroprotektan  DMSO  10  %  setelah
kriopreservasi lebih tinggi dari pada
3  perlakuan  lainnya  yaitu  11,45  %
pada ulangan I, 5,55 %  pada ulangan
II  dan  4,3  %  pada  ulangan  III,
sementara itu rata –rata viabilitas sel
yang  menggunakan  extender  ringer
yaitu 7,05 % pada ulangan I, 3,75 %
pada  ulangan  II  dan  3,25  pada
ulangan ke III.
Tabel  4. Perbandingan  jumlah
viabilitas  sel  sperma
sebelum  dan  setelah
kriopreservasi
Keterangan :
I :  Extender  ringer  dan
Krioprotektan DMSO 10 %
I :  Extender  glukosa  dan
Krioprotektan DMSO 10 %
I :  Krioprotektan  DMSO  10  %
tanpa Extender
IV : Sel Sperma tanpa Extender dan
Krioprotektan DMSO 10 %
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Gambar 4 Hasil pengamatan viabilitas
sel sperma Ikan Baronang Siganus
guttatus
Pada  hasil  pengamatan
viabilitas  sel  sperma  ikan  baronang
Siganus  guttatus menunjukkan
bahwa  setiap  perlakuan  memiliki
nilai  rata-rata  yang  berbeda  oleh
karena  itu  digunakan  uji  Anova
untuk  mengetahui  perbedaan  rata-
rata  perlakuan  dengan
membandingkan varians. 
Berdasarkan  hasil  analisis
varian  dapat di  simpulkan   bahwa
H0 (tidak  terdapat  pengaruh
perlakuan  terhadap  viabilitas  sel
sperma)  ditolak  dan  H 1
(Pemberian  extender  berpengaruh
terhadap  viabilitas  sel  sperma)
diterima  yang  menunjukkan  bahwa
jenis  extender  yang  digunakan
memiliki  pengaruh  yang  signifikan
terhadap  rata-rata  viabilitas  sel
sperma  pasca  kriopreservasi.  Nilai
rata-rata  viabilitas  tertinggi  dari
extender  yang  digunakan  adalah
11,45  yang  dapat  dicapai  dengan
menggunakan glukosa dapat  dilihat
pada  tabel  4.  Oleh  karena  itu
dilanjutkan dengan uji  BNT taraf  5
%, terlihat pada Tabel 5 dibawah ini.
Tabel 5. Hasil Uji BNT 
terhadap viabilitas sel sperma pasca 
kriopreservasi
Perlakuan Rata-rata
Nilai 
Pembanding 
BNT  5 % 
=3,95
Ringer 4,68*
Glukosa 7,10*
DMSO 0,77 tn
Kontrol 0,33 tn
Keterangan : tn = Tidak nyata
           * = Berbeda nyata
Berasarkan  Tabel  di  atas  dari
nilai  rata-rata  sel  sperma  ikan
baronang  Siganus  guttatus  terlihat
bahwa  viabilitas pada  setiap
perlakuan  berbeda,  namun  setelah
diuji  dengan Anova dan dilanjutkan
dengan  uji  BNT  taraf  5%  ternyata
perbedaan   untuk  viabilitas pada
perlakuan   Kontrol   (0,33 tn),  dan
DMSO (0,77 tn) sangat kecil sehingga
secara  satatistik  tidak  menunjukkan
adanya perbedaan atau tidak berbeda
nyata,  namun  berbeda  nyata  pada
Glukosa (7,10*) dan Ringer (4,68*).
Prinsip  utama  dalam  proses
kriopreservasi  adalah  terjadinya
pengeluaran  air  (dehidrasi)  sebelum
terjadi pembekuan. Bila tidak terjadi
dehidrasi  akan  terbentuk  kristal  es
besar dalam sel yang dapat merusak
sel  dan  bila  terjadi  dehidrasi  yang
sangat  hebat  maka  sel  akan
mengalami  kekeringan  yang
menyebabkan sel akan mati.  Prinsip
perpindahan keluar masuk membran,
baik  dehidrasi  sebelum  freezing
maupun  dehidrasi  pada  saat
pencairan kembali (thawing) menjadi
perhatian khusus.
Penambahan  krioprotektan
dapat  memelihara  keutuhan
membran  dan  meningkatkan
potensial  osmotik  media  sehingga
cairan di  dalam sel  mengalir  keluar
dan  terjadi  dehidrasi  sedangkan
penambahan  extender  di butuhkan
untuk  mengencerkan  sperma  dan
umumnya  dapat  menginduksi
motilitas  dan  meningkatkan
fertilisasi sel yang di kriopreservasi.
Penggunaan  extender  dan
krioprotektan  yang  cocok  memiliki
perdedaan  untuk  setiap  spesies.
Larutan  ringer  dan  glukosa  adalah
larutan  yang  umum  di gunakan
sebagai bahan extender karena kedua
larutan ini mudah untuk di dapatkan
dan disiapkan.
Penggunaan  krioprotektan
DMSO 10 % tanpa larutan extender
memperlihatkan  banyak  sel  sperma
yang  mati  pada  saat  kriopreservasi,
sedangkan  sel  sperma  yang  diuji
menggunakan  glukosa  sebagai
extender  menunjukkan  masih  di
temukan  sel  sperma  yang  mampu
bertahan  hidup  pasca  kriopreservasi
di bandingkan dengan menggunakan
larutan ringer. Meskipun penggunaan
glukosa dapat dikatakan lebih efektif
dari  dua  larutan  pengencer  lainnya
namun 3  sampel  tersebut  tetap  saja
menunjukkan terdapat sel yang mati
atau  hilang  selama  proses
kriopreservasi.
Pada dasarnya, ada dua faktor
utama  selama  proses  kriopreservasi
sel  sperma  yang  dapat  menurunkan
viabilitas  sel,  yaitu  kejutan  dingin
dan  perubahan  intraseluler  akibat
pengeluaran  air  yang  bersamaan
dengan  pembentukan  kristal  es.
Kejutan dingin terjadi karena adanya
penurunan  suhu  secara  mendadak
dibawah  suhu 0  0C.  Pada  kasus  sel
sperma, kejutan dingin menyebabkan
terjadi  penurunan  motilitas,
pelepasan  enzim  enzim  pada
akrosom,  perpindahan  ion  melewati
membran dan penurunan kandungan
lipid (fosfolipid dan kolestrol)  yang
berperan  untuk  mempertahankan
integritas  struktural   membran
plasma (Weitzen dan Pedzoidt, 1992;
White, 1993).
Pembentukan  kristal-kristal
es  berkaitan  erat  dengan  perubahan
tekanan  osmotik  dalam  fase  tidak
beku.  Pada  sel  sperma  dapat
menyebabkan  penurunan  motilitas
dan  viabilitas  sel  sperma,
peningkatan  pengeluaran  enzim-
enzim  intraseluler  ke  ekstraseluler
dan kerusakan pada organel-organel
sel, seperti mitokondria dan lisosom
(Supriatna dan pasaribu, 1992).
Selama   pembekuan  dan
pencairan kembali, sel sperma dapat
mengalami kerusakan sebagai akibat
dari  eksposur  bahan  pada  suhu
rendah,  formasi  kristal  es,  dehidrasi
sel  dan  formasi  radikal  bebas.
Eksposur  pada  suhu  rendah  dapat
megakibatkan inaktifasi protein yang
sensitif  terhadap  suhu  dingin.
Sebagian besar formasi es intaseluler
bersifat  letal  dan  pada  dasarnya  sel
dapat  mentolerir  formasi  es
ekstraseluler.  Namun  demikian,
formasi  es  ekstraseluler  juga  dapat
merusak  sel  karena  daya  mekanis
dari  kristal-kristal  es  yang  tumbuh,
gaya  adhesi  kristal  es  terhadap
membran,  interaksi  elektris  yang
disebabkan  oleh  perbedaan
solubilitas ion pada fase es dan cair,
formasi  gelembung  udara
intraseluler,  luka  khemis  yang
berhubungan  dengan  peroksidase
lipid dan perubahan pH pada lokasi
tertentu (Rostika dan Ika, 2003).
Sel  yang  terdehidrasi  terlalu
kuat  dapat  menyebabkan  terjadinya
plasmolisis  yang  sama  kuatnya
sehingga  mengakibatkan  perubahan
pH,  interaksi  mikromolekuler  dan
peningkatan  pelelehan,  tekanan
osmotik  dapat  menyebabkan
endoksitotik  vesikulasi  irreversibel
yang mengakibatkan sel menjadi lisis
karena  bahan  membran  yang  baru
tidak  mampu  memfasilitasi
deplasmolisis  (Rostika  dan  Ika,
2003).
Kecocokan  kombinasi  antara
larutan  extender  dan  krioprotektan
memiliki  pengaruh  yang  besar
terhadap  kelangsungan  hidup  sel
sperma  selama  kriopreservasi.
Penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa  kombinasi  antara  extender
Glukosa  dengan  krioprotektan
DMSO dapat  menghasilkan kualitas
sperma   yang  lebih  tinggi
dibandingkan  dengan  menggunakan
larutan Ringer sebagai extender.
Beberapa  penelitian
sebelumnya  membuktikan  bahwa
penambahan  sumber  energi  seperti
glukosa  dapat  menghambat
peenurunan jumlah ATP intraselular
selama penyimpanan (Zietara et. Al.
2004). Glukosa juga dijadikan bahan
extender  karena  efek  stabilitanya
pada  membran  liposomal
spermatozoa. Hatipoglu  and  akcay
(2010)  menemukan  bahwa  glukosa
sebagai  extender  merupakan  bahan
pengawet yang lebih baik dari  pada
extender  ringer  pada  short-term
preservation pada semen Abant trout
Salmo trutta abanticus.
PENUTUP
Kesimpulan
Berdasarkan  hasil
pengamatan  dan pengujian  terhadap
pengaruh  beberapa  jenis  larutan
ekstender  terhadap  viabilitas  sel
sperma  ikan  Baronang Siganus
guttatus pasca  kriopreservasi,  maka
dapat  disimpulkan  bahwa  jenis
larutan ekstender yang paling efektif
dalam mempertahankan viabilitas sel
sperma  ikan  Baronang  Siganus
guttatus pasca kriopreservasi  adalah
glukosa  dengan  nilai  rata-rata
tertinggi 11,45 %.
Saran
Sebaiknya  dilakukan
pengamatan  viabilitas  pada  periode
kriopreservasi yang lebih lama untuk
mengetahui efektivitas krioprotektan
terhadap  kemampuan  hidup  sel
Sperma pasca  kriopreservasi.
Diharapkan agar penelitian ini dapat
dilanjutkan dengan uji fertilitas pasca
kriopreservasi sehingga potensi ikan
Baronang  Siganus  guttatus dapat
diketahui  dan  dimanfaatkan  dalam
kehidupan.
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